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Cílem práce  bylo  dokázat   schopnost  přítomných mikroorganismu v  přípravku,  produkovat 
lipázy, které působí na různé lipidové substráty. 
K analýze bylo použito celkem 4 druhů rostlinných olejů a 2 druhů živočišných tuků. Pro 










































































































Problematika   ochrany     životního   prostředí   se   v   tomto   století,     řadí    mezi   prioritní   a 
nejsledovanější společenské úkoly jak v EU, tak i ve světě. Nedílnou součástí tohoto procesu 




chemické   a   biologické,   přičemž     biologické   metody   (biodegradace   a   bioremediace)   se 
provádějí  in­situ a mají  nízkou cenu [1]. 
















jednoduchých  lipidů   jsou:   tuky,  oleje,  vosky a  lipidů   složených:   fosfolipidy,  glykolipidy  a 
steroly.  Lipidy   jsou definovány na základě   fyzikální  vlastnosti   ­   rozpustnosti  na  rozdíl  od 







Mastné   kyseliny   mají   nerozvětvený   řetězec   se   sudým   počtem   atomů   uhlíku   (počet 
uhlíkových   atomů   se   obvykle   pohybuje   mezi   12   a   20).   Mastné   kyseliny   v   molekule 
triacylglycerolu nejsou stejné, a proto tuk nebo olej z určitého přírodního zdroje představuje 





u  živočišných  tuků,  proto  jsou  teploty  tání  olejů  nižší   a   tuky  jsou při  pokojové   teplotě  v 
kapalném stavu.  To zapříčiňuje prostorové  uspořádání  molekuly. Lineární  nasycené  mastné 
kyseliny umožňují  molekulám triacylglycerolu postavení  a vhodné  uspořádaní  v krystalové 
























Využití   glycerolu   jako   substrátu   v   biotechnologiích  má   obrovsky   význam,   z   důvodu 
vícenásobného nárůstu produkce bionafty   v  Evropě  za  posledních 15  let.  Cena glycerolu 
klesla   z   650­700  €   za   tunu  v   roce  1996  na     150­200  €   v   roce  2005.  Bionafta   je   směs 
methylesterů   mastných   kyselin   získaných   procesem   transesterifikace   z   rostlinných   olejů 




využití.    Vypracované   jsou fermentační   technologie využívající   jako substrát  glycerol např. 
produkce   vodíku   a   ethanolu   z   odpadů   obsahující   glycerol   použitím kmenů  Enterobacer  





































technologického   hlediska     jsou   nejzajímavější   lipázy  mikrobiálního   původu,   pokud   jsou 









prakticky   nerozpustné   ve   vodě.   Maximální   koncentrace   jednotlivých   molekul   lipidů   ve 
vodném roztoku je označována jako "bod saturace"  od toho bodu se zvýšením  koncentrace, 
tvoří   lipid,   emulzi   ve   vodě   (formují   se   mikro­kapky   lipidu   ve   vodě).   Na   rozdíl   od 












rozdíl   od   toho,   lipázy   nevykazují   žádnou   aktivitu   dokud   je   substrát   (lipid)   ve       stavu 
jednotlivých molekul ve vodě. Když koncentrace substrátu převýší bod rozpustnosti  začíná se 
formovat emulze, a reakční rychlost výrazně narůstá. Z obrázku č. 2.4    je patrné, že aktivita 






(angl.  "lid­like"),  znemožňující  napojení   samotné  molekuly  lipidu   na enzym a následnou 
tvorbu aktivního komplexu. Naproti tomu, pokud lipáza přichází do přímého styku s lipidovou 
fází,  začínají  konformační  změny, které  posunou chránící    polypeptidový  řetězec a umožní 
přístup lipidu do aktivního centra enzymu. V důsledku hydrofobní části pokličky dochází k 








1)Fyzikální   adsorpce   lipázy   na   povrch   lipidové   fáze,   souběžně   s   aktivací   enzymu   a 
posunem ochranné polypeptidové pokličky,
2)Tvoření   komplexu   enzym­substrát,   který   je   následně   hydrolyzovaný   na   produkt   a 
regenerovaný   enzym.   Tento   krok   se  může   popsat   jako   povrchový   model  Michaelis­














aeruginosa  má  molekulovou hmotnost 30kDa),  a molekul se velmi málo  podobá  ostatním 
17








všech   lipáz   (molekulová   hmotnost   se   pohybuje   mezi   19kDa   a   60kDa),   byla   zjištěna 
charakteristická prostorová konformace označována jako " / ­hydrolázový ohybα β ".   Molekula 
lipázy se skládá až   z 8  ­řetězců, na které může být navázáno  až 6  ­spirál (β α obrázek 2.7). 
Aktivní centrum lipázy se skláda ze tří aminokyselin: serinu (Ser), kyseliny glutamové (Glu), 
nebo asparagové (Asp), a histidinu (His). Nukleofilní zbytek Ser se nachází na C­konci řetězce 
β5 ve formě GlyXSerXGly pentapeptidu, (Gly­glycin), tvořící tak charakteristický    ­ohyb­β α 
sekvenci   označovanou   jako  "nukleofilní   loket"  (angl.   "nucleophilic   elbow").   Hydrolýza 













Substrátová   specifita   lipáz   souvisí   se   stavbou   molekuly   triacylglycerolu.   Molekula 
glycerolu, jako hlavní stavební složka, obsahuje dva primární a jeden sekundární atom uhlíku. 






1.  Nespecifické   enzymy,   nevykazují   poziční   ani   selektivitou   závislou   na   druhu  mastné 
kyseliny. Katatlizují  úplné  štěpení   triacylglycerolu na základní  složky.   Do této skupiny 




patří   lipázy   produkované   bakteriemi  Pseudomonas   fragi,   Pseudomonas   inoculata,  a 
Pseudomonas fluorescens.
16. Třetí skupina lipáz štěpí molekulu triacylglycerolu, pouze pokud obsahuje určité mastné 
kyseliny.   Např.   lipáza   izolovaná   z   kvasinky    Geotrichum   candidum  štěpí   pouze 












průmyslově   využívanými   mikroorganismy.   Důvodem   je   nedostatečná   produkce   enzymů, 











Burkholderia  např.  Burkholderia   cepacia,   dříve  Pseudomonas   cepacia.  
Bakterie   rodu  Pseudomonas   sp.  produkují   tři   skupiny   lipáz  podle   substrátové   specifity   a 
pořadí aminokyselin v pentapeptidu, který tvoří aktivní místo [18].




Komerčně  nejvyužívanější  plísně   jsou rody  Aspergillus,  Penicillium  a  Mucor.  Kultivace 
muže být submerzní (např.  Penicillium restrictum  se kultivuje na substrátu obsahující   1 % 













ovlivňuje   kvalitu   a   senzorické   vlastnosti   čokolády.   Kakaové   máslo   tvoří     až   80 % 
triacylglycerolu   obsahující   ve   své  molekule   navázanou   v poloze   2­   kyselinu   olejovou,   a 
v poloze   1­   a   3­   kyselinu   stearovou.  Díky   tomuto   složení  mastných   kyselin   se   bod   tání 
kakaového másla pohybuje kolem 37 °C, což odpovídá teplotě v ústní dutině [22] . Pokud by 
se   místo   kakaového   másla   použil   k výrobě   čokolády   jiný   tuk   bez   úpravy,   produkt   by 
23
nejpravděpodobněji měl nežádoucí lojovitou chuť. 
Proto   v   roce   1976   firma   Unilever   vypracovala   postup   částečné   hydrolýzy   a 






















Příklad  izolace opticky čistých enanatiomerů  2,5­  hexandiolů  z   jejich racemické   směsi,   je 
uveden  na  obrázku  č.   2.11.     Princip   syntézy   je   v   působení   lipáz  na   racemickou   směs   v 





















Lipázy, které   je jsou např.  z   Pseudomonas fluorescens  je možné  modifikovat použitím 
PEG2 (nebo PM) a z Candida cilindracea použitím SS­PEG..  
Příkladem použití PEG modifikovaných lipáz je zisk opticky čistého enantiomeru 










bílý  prášek   rozpustný  ve  většině  organických  rozpouštědel.  Molekulová   hmotnost    částic, 




















Čistění  odpadních vod zahrnuje celou řadu  technologických procesů,  vypracovaných za 
účelem zpětného přivedení znečistěné vody do jejího přirozeného oběhu (obrázek 2.15) . V 
první   fázi procesu,   tzv.  předčištění    se oddělují  hrubé  mechanické    nečistoty (např.  písek, 
štěrk), další ­ primární úpravou, se v sedimentačním tanku odstraňují z vody nerozpustné látky 





















Odlučovače   tuků   slouží   k  zachycení   a  odloučení  odpadních  tuků   a  olejů   rostlinného  a 
živočišného původu ze znečištěných vod v oblasti potravinářských služeb a v průmyslových 











Podle   materiálu   se   rozlišují   ještě   polyetylenové   odlučovače   (pro   nízký   průtok)   a 
železobetonové odlučovače tuků (pro běžné průtoky). 


































































































































32,15   g   dát   do   1000  ml   destilované   vody   a   zahřívat   do   rozpuštění,   vysterilizovat   v 
autoklávu při 121°C po dobu 15 minut, pak ochladit na 50°C a pomalu přidávat 30 ml směsí 




0,05   M   roztok   fosfátového   pufru   o   pH   =   7,2   byl   připraven   rozpuštěním   1,431   g
Na2HPO4⋅12H2O  a KH2PO4 v 240 ml destilované vody [32]. 
Roztok hydroxidu draselného v ethanolu
































Pro  naměření   a   sestrojení   kalibrační   křivky  byl  použit   základní   roztok  p­nitrofenolu  o 


















roztok albuminu (ml) 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 4,0 blank
voda (ml) 3,6 3,2 2,8 2,4 2,0 0,0 4,0
roztok 10mol/l NaOH  (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
koncentrace albuminu (mg/ml) 1,6 3,2 4,8 6,4 8,0 16,0 0,0





laurát.  Aktivita   lipázy  byla   stanovena  spektrofotometricky při      =  420 nm,  měření  byloλ  

























Směs   ve   zkumavce   byla   doplněna   destilovanou   vodou   na   objem   4,5  ml   a   promíchána. 
Zkumavka byla umístěna do vroucí vodní lázně. Po 10 minutách byla vyjmuta, ochlazena na 
laboratorní teplotu a bylo přidáno 0,25 ml 25% roztoku  CuSO4⋅5H2O  . Obsah zkumavky byl 


















Do   horkého   čirého   roztoku   se   přidají   3   kapky   fenolftaleinu   a   vzorek   se   ihned   titruje 




































roztoku   se   přidá   1   ml   nasyceného   jodidu   draselného   a   baňka   se   promíchá   pomalým 
kroužením, uzavře a ponechá v temnu.













































Podíl  mastných   kyselin   ve   vzorku   je   důkazem   schopnosti  mikroorganizmů   degradovat 






























(4)Následně   byly   vzorky   odebíraný   sterilně   po   60  minut,   dobře   promíchány   a  měřena 
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Na základě  spolupráce s firmou ACO Industries k. s.,  která  se zabývá  projektováním a 
výrobou odlučovačů tuků, se začalo pracovat na technologií výroby přípravků do odlučovačů 
tuků.   Předcházející   diplomová   práce   se   zabývala   testováním   pěti   komerčně   dostupných 
přípravků, které  dodala firma ACO. Bylo stanoveno, že každý  přípravek obsahuje lipázy a 
lipolytické   bakterie   suspendované   ve   vhodném detergentu.  Nejlepší   lipolytické   vlastnosti, 
aktivita   lipáz   a   narůst   biomasy   byly   zjištěný   u   přípravku   číslo   1,   který   se   prodává   pod 
komerčním názvem  Sany  Duo   Spezial.  Nejlepší   aktivita   enzymu   a  množství   uvolněních 
mastných kyselin byly zjištěni při submerzní kultivaci. V této studií se pokračovalo už jen s 
testováním přípravku číslo 1 a kultivace probíhala submerzně. Dříve taky bylo zjištěno, že se 
bakteriální   lipáza  nachází   jednak volná  v  živném mediu  a  částečně  navázána na  buněčné 
složky.   Proto   se   v   této   studií   používala   přímo   suspenze   bez   předchozí   separace.   Bylo 
testováno, jak působí bakteriální kultura z přípravku, na nejrůznější lipidové substráty, které se 







složením olejů   a   tuků   a   jejich  odbouráváním,  působením bakteriálních   lipáz,   na   základě 
uvolněných  mastných   kyselin.   Pro   testovaný   přípravek   byla   stanovena   specifická   aktivita 




Na   základě   dřívější   studie   [12]   a   zprávy   o   produktu   [31]   bylo   známé,   že   studovaný 





















Kyselosti Zmýdelnění Esterové / %glycerolu Peroxidové
Slunečnicový olej 4,79 51,22 46,43 2,59 161,2
Řepkový olej 0,33 164,76 164,43 9,00 123,95
Olej olivový 1,04 150.52 149,48 8,17 203,46




Kyselosti Zmýdelnění Esterové / %glycerolu Peroxidové
Vepřové sádlo 0.49 170,54 170,03 9,30 70,91
Hovězí lůj 2,77 174,36 171,59 9,38 155,3








kapitole  3.2.4.  Získané  hodnoty,   (tabulky  4.3­4.4  a grafy  4.1­4.2),  potom byly použity  na 






24 hodin 48 hodin 72 hodin 168 hodin 192 hodin 216 hodin
Olej olivový 3,94 1,49 2,79 1,47 1,16 4,32
Palmový olej 1,44 1,40 ­ 2,69 3,42 3,21
Řepkový olej 3,42 ­ 2,86 1,21 4,51 1,96







24 hodin 48 hodin 168 hodin 192 hodin 216 hodin
Vepřové sádlo 0,69 3,33 0,59 3,40 2,48










pro   všechny   testované   substráty   vypočítána   lipolytická   aktivita   (tabulky   4.5­4.6   a   grafy  
4.3­4.4).   Získané   výsledky   aktivity   jednotlivých   testovaných   přípravků   byly   vztaženy   na 
hmotnost   bílkovin   (stanoveních  v   kapitole   4.3)   a   ve   formě   specifické   aktivity   jsou   takto 
49
uvedeny v tabulkách 4.5 ­ 4.6. [12],[34].






24 hodin 48 hodin 72 hodin 168 hodin 192 hodin 216 hodin
Olej olivový 0,0875 0,222 0,0650 0,0436 0,155 0,0556 0,0619 0,0421 0,0182 0,0157 0,0524 0,0121
Palmový olej 0,161 0,111 0,160 0,114 0,079 ­ 0,0619 0,0421 0,0278 0,0081 0,0747 0,0121
Řepkový olej 0,133 0,0389 0,168 ­ 0,092 0,032 0,0613 0,0228 0,0582 0,0129 0,0603 0,0232







24 hodin 48 hodin 168 hodin 192 hodin
Vepřové sádlo 0,0580 0,0841 0,108 0,0324 0,228 0,387 0,0175 0,0051




pro   specifickou   aktivitu.   U   vepřového   sádla   a   slunečnicového   oleje   se   po   třech   dnech 





Ověření   schopnosti   testovaného   přípravku   degradovat   různé   druhy   olejů   a   tuků   při 








48 hodin 72 hodin 96 hodin 120 hodin 192 hodin  216 hodin
Olej olivový 14,84 47,66 16,78 18,78 13,94 9,96
Palmový olej 14,18 58,51 47,98 26,13 12,37 10,97
Řepkový olej 21,27 49,75 20,33 29,29 12,84 6,86








48 hodin 72 hodin 96 hodin 120 hodin 192 hodin 216 hodin
Vepřové sádlo 40,51 63,73 88,64 12,73 66,48 33,97





























V předchozí   studii   [12],   bylo   testováno   pět   komerčních   přípravků   s   cílem   zjistit,   zda 
vykazují   lipolytickou   aktivitu   a   jsou   schopné   štěpit   tuky   a   oleje.   Nejlepší   degradační 
schopnosti a tím i účinek byly prokázány u přípravku Sany Duo Spezial. Proto se tato studie 
zabývala dalším zkoumáním vlastností tohoto přípravku. 
  V předchozí  studii  [12] bylo zjištěno, že se v přípravku vyskytují  aerobní   i  anaerobní 





základě   naměřených   hodnot   lze   říct,   že   nebyl   potvrzen   značný   rozdíl  mezi   zjištěnými   a 
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VII SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ
Da...........atomová hmotnostní konstanta: 1 Da=1,660538782⋅10−27kg ;
''n.d.''........''není k dispozici'';
PEG.........polyethylenglykol; 
vvm.........objem aerace na objem média [mv3/mm3] (angl. ''volume per volume of medium'');
GRAS.....všeobecně považovaný za bezpečný (angl. ''Generally Recognized As Safe''); 
ČSN.......české technické normy;
U............jednota enzymové aktivity, je vyjadřována v mikromolech substrátu přeměněného za 
minutu, má přepočet: 1U = 1 µmol/min;
Gu ..........kapacita shromažďování tuků;
Gs ..........kapacita separace tuků;
Gb .........objem akumulovaného kalu;
Vk .........kapacita odlučovače tuků; 
 ...........vlnová délkaλ ;
A420 .......absorbance při  =420 nmλ ;
Čz ..........číslo zmýdelnění;
Čp ..........číslo peroxidové;
Čk ..........číslo kyselosti;
Če ..........číslo esterové.
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